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　　It　has　been　observed　by　Weberi）　that　myosin　and　actomyosin　ATPase　are　inhibited　’by　higher　con－
centrations　of　ATP　and　he　called　this　inhibition　‘“Eigenhemmqng”．　This．　phenomenon　is　considered　to　be
very　important　in　explaining　the　eycle　of　muscular　contraetiQn　and　relaxatiQn　as　well　as　in　studying　the
meehanism　of　enzymic　action　6f　these　enzymes．
　　“Eigenhemmung”　has　been　also　reported　by　Perry；S）　however　his．　／　esult　was　not　always　in　good　agree・
ment　wjth七hat　obta．ined　by　W．ebev．1）．
　　The　author　studied　the　“Eigenhernmung”　of　myosin　and　actomyosin　ATPase　at　low　and　high　KCI　con－
centration　with　or　without　Mgi－F．
　　The　results　are　as　follows
　　1）．A七〇，6．M　I（Cl　eoncentration，　mVosin　ATPase　shQws　no“Eigenhemmung”up　to　6＞く10一二MATP　and
addition　of　actin　or　Mg”’　does　not　induce　the　“Eigenhemmung”．
　　2）．一　At　O．16　M　KCI　eoncentration，　actomyosin　ATPa，se　shows　“Eigenhernmung’1　ln　this　ease　optimum
concentration　of　ATP　is　1．6　x　10－3　M，　and　the　addition　of　Mgl’トshifts　this　optimum　to　low　concentration．
　　This　“Eigenhemmung”　is．　eonsidered　to　be　the　second　order　irihibition　in　regards　to　ATP　coneentration．
　Myosin（M），　actomyosin（AM）のATPase　vaはEige．n－
hetnmungという現象が報告されている1）。即ち酵素量が
一定で，ATP濃度を増加するとぎ，反応速度は通常の酵
素反応の如くATP濃度とともに増加するが，更にATp
濃度を増加すると反応速度はKti　ag．に減少してくる。この機
構については未だ明らかにされていない。また弛緩因子及
びCa㌧Mgitの存在がEigenhemmungを示すATP濃
度を移動さtJ一　b，ことが知られており，筋牧縮の上に沌要な
問題となっている。即ちWeber2），　Perry3）はこの点を一考
慮して，筋牧縮弛緩に関する’説をたてている。したがって
これを詳細に研究することはM，AM　ATPaseの生理的意
義を明らかにし，またM，AM　ATPaseの機構に解決の鍵
を一与えるも．のと思われる。
　先ず初期の段階としてO．6M　K：Cl下のmyosin及び0．16
MKCI下のAMに．ついてEigenhemmungを司凋べて見た。
．A＞実験材料
巽験材料及び実験方法
　1）myosin：Szent－Gy6rgyi法4）により得た。
　2）aetin：Straub法5）によりacetQn乾燥粉末を作
り，これを水で抽出し，aceton中でpH　4．6に．して生じた
沈澱を0．1MKG1溶液としたF－actinを用いた。
　3）ATP：当研究室にお．いて犬筋肉から抽出精製した
Ba・塩をK塩として使用した。
　4）Eu｛’1’er＝pH　6．5のMichaelis氏veronal　acetate
buffe’cを用い，　pHはglass－electrode　pH　meterで測定
した，なおNaを低くするためMichaelis．氏処方に規定さ
れ．たbuft’er中のNaClを除いた。
B）実験方法
　1）O．6M　KCI下のmyosinの反応混液：myosin，　ATP
の終濃度をそれぞれ0．8mg／cc，6，6xユ0－4皿～6）〈10’3Mと
なるように加え，buffer．n液は1．O　ccを用い，2M或いは
3M　KCIで反応混液の〔K〕を終濃度0．6Mとなるように
し，．総；量3．Occとした。
　2）0，16MKCI下のAMの反応混液：myosin，　actin
（A），ATPの終濃度をそれぞれO．8　mg／cc，．0．26　mg／cc，6．6
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×IO－4M・一6×10－3Mとなるように加え，　buffer溶液は1．O
ccを用い，0．5M或いは0．6MKClで反応混液の〔K〕を
終濃度0．16Mとなるようにし，総量を3．Occとする。
　3）ATPase　activity測定法二ATPを除いた上記反応
混液を20℃で5分聞温浴し，上記ATPの所．要量：を入れ
て，反応を開始し1反応時間はtime　courseを求める際は
1分より15分迄の5点とし，その他は反応時開を5分開と
し，5％トリクロール酷酸2．Occで反応を終止させ，濾液
中の遊離無機燐をFiske－SubbaRow氏法6）により定量し
た。
　超沈澱の観察はATPase　activi七y測定と同時に行い，5
分問で測定した。syneresisの強さによって（明，（＋ト），（＋），
とし，（±）はaggregationに止るもの，　Oはclear　phase
にとどまるものとして記した。
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実験成績
A）0．6MKCI下のmyosin
　上記条件下にてATP濃度を変えて，66×10”‘M・一6×
10『顎迄の各種time　courseをとりFig．1の結果を得た。
ATP濃度6×10　：MまではATP濃度の増加ととも｝L　act－
ivityは上昇し，　Eigenhemmungは見られなかった。
　次にMglTの影響については，　MgC12濃度を6．6×10－fiM
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Fig．　1．　Time　courses　of　myosin　ATPase　at
　O．6　M　KCI
Reaetion　mixture：　3．O　ce
Myosin：　O．8　mg／ee
ATP：　（1）　6．6×10－4M　（2）　10－3M　（3）　16×10－fiM
　　　（4）　3．3×10一：M　（5）　6×10一：iM
Buft’er　：　pH　6．5　（veronal　acetate　buff’er）
Temper’ature：　200C．
～3．3×10－5Mとし，反応時聞5分聞で実験して，　Fig．2の
結果を得た。即ちMg＋tによるATPase　activityの阻害が
見られるだけで，EigenhemmungはMgけ添加の有無に
係わらず見られなかった。
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Fig．　Z．　Effeets　of　ATP　coneentration　on　the
　aetivity　of　myosin　ATPase　at　O．6M　KCI．
Reaetion　mi　xture　：　3．0　ee
Myosin：　O．8　mg／ce
Mg㌔　（1）6．6×10－4M　（2）3．3×10一4M
　　　　（3）　3．3×10－bM　（4）　（一）
Buff’er　：　pH　6．5　（veronal　aeetate　buffer）
Temperature：　200C
Time：’　5　min．
　弐に0．6M　KCI下の1myosin　ATPaseのEigenhemmung
に対する・・ti・の影響につし汗は，　AMをO・6MKCI環境
とし，反応時圏5分開でATP濃度を変えて実験し，これ
と同条件でのmyosinのactivity～〔ATP〕曲線との比較
実験においてFig．3の結果を得た。即ち0．6　M　KCI環境に
おいてはAMは大体Mg＋ト存在下のmyosinと同様なる傾
向を有することが知られる。　　　，．”k
B）O．16MK：Cl下のactomyosin
　上記条件下でATP濃度を変えてtime　courseをとり，
Fig．4の結果を得た，これによると6．6×10”4M～1．6×10一：l
MATP濃度ではATP濃度とともに活性は増加し，3．3×
10－3Mでは．反応の初期においては活性が6．6x10－4M～1．6
×10－3Mよりも低く反応時聞の進むにつれてこれ等より高
くなっている。6×10　：iMでは反応時間の全域にわたって
6．6×10－4M～3．3×10－3M　ATP濃度のtime　courseより抑
制されている。
　超沈澱はATPase活性と大体平行しているように思わ
れる。
　反応時聞を一定（5分聞）として，ATP濃度を変えて，
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Fig．　3．　Effeets　of　ATP　eoncontration　on　the
　aetivity　of　myosin　and　actomyesin　ATPase
　at　o．6　M　KCI．
Reaetion　mixture：　3．O　cc
Myosin：　O．8　mg／cc
Aetin：　O．26　mg／ee
Bufl’er　：　pH　6，5　（veronal　aeetate　buffer）
　（1）　myosin　（2）　aetomy．　osin
Temperature：　20ec
Tirne：　5　min
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Fig．　S．　Eff’eets　of　ATP　eoneentration　on　the
　activity　of　aetornyosin　ATPase　at　O．16M　KCL
Reaction　mixture：　3．O　ec
Myosi－n：　O．8　mg／ce
Actin：　O．26　mg／cc
Buffer＝．　pH　6．5（veronal　aceta七e　buffer）
Temperature：　200C　一Time：　5　min．
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Fig．　4．　Time　courses　of　actomyoSin　AT？ase
　at　O．16M　KCI．
Reaction　mixture二3，0　cc
Myosin：　O．8　mg／cc
Actin：　O．26　mg／ce
ATP：　（1）　6．6×10－4M　f2）　10－3M　（3）　1．6×10一：iM
　　　　　　〈4）　3．3×10－3M　（5）　6　x　IO－SM
Buffer；　pH　6．5（veronal　aceta七e　buffer）
Temperature：　200C　，・
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Fig．6。　E．frects　of　ATP　eoncentratio．n　on　the
　activity　of　actomyosin　ATPase　at　O．16M　KCI
　with　varied　Mg”．
Reaction　mixture：3．O　cc
Myo3in：o．8　mg／cc
Actin：　0．26　mg／cc
Mgi＋；（1）（一），（2）3．3×10－t・iM，（3）6．6×10一〔；M，
　　　　　　（4）3．3×10一「’M，　（5）6．6×10－4M
Buff’er：　pH　6．5（veronal　acetate　bu．ft’er）
Temperature．120℃
Time＝5min．
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Fig．　5の結果を得た。即ち七jme　courseの際と殆ど同じ結
果を得た。
　Mg＋Fの影響については，　MgCI2濃度を3．3　x　10－fiM～6．6
×10－iMとし，反応時間を5分聞として実験しFig．6の結
果を得た。即ちMg”濃度3．3×10－f「M，6．6×10－OMでは，
至適ATP濃度の低ATP濃度側へのずれは認められない
が，3．3x10一「，M～6．6×10－9Mでは低ATP濃度へのずれが
認められた。
　Fig．7は最：大のATPase　activityを示すATP濃度を，
controlとし，　ATP濃度を横軸とした阻害曲線であるが，
ほぼご次の阻害曲線と見倣すことが出来る。Mg”存在の
場合もこの形は変らない。
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Fig．　7．　lnhibition　euvve　of“Eigenhemrnung”
　of　AM　A．TPase　a七〇．16M　K：Cl．
o－c　Aetomyosin
×一一一x　Actomyosin”FMg“F　3．3＞〈10’”M
考 按
　われわれはmyosln及びAM　ATPaseのEigenhemm－
ungにつき基本的実験を行なって，上記成績を得た。その
結果はAMについては，　Weber1）の成績とほぼ同様の傾
向を示すことが認められた。即ちElgenhemmungが10－3
M　orderのATP濃度で現われること及びMg”がこれを
低ATP濃度側｝⊂ずらす事である。しかしながら，　Weber
の成績に見られるようなEigenh㎝mungが現われるまで
に反応速度がATP濃度に関して一定になることは認めら
れず，反応速度の極大値が見られた，またEigenhemmung
はWeberのいっているより低レ・ATP濃度で起きた。こ
のことはわれわれの実験においてmyosin，actin及びATP
のsampleによりEigenhemmungを示すATP濃度に若
干の差が認められたことから考慮して，sampleの純度に
よるものであろうと思われる。　またPerry3）はEigen・
hemmungについて，　ATPとMg’「の濃度比が問題になる
ことを指摘している。即ち氏の成績によるとATP濃度が
Mg’T濃度を越えると抑制が始まり，　また五贋g什濃度の小
なるほど早くEigenhemmungが起る点で，　Weberi）及び
われわれのMg”効果と異なった成績となっている。これ
はPerryの用いたsampleはmyo丘brilであり，　Weber
及びわれわれはAMであることに儒因するのかも知れな
い。この点はPerryと同じsample，即ちmyofibrilを用
いて確かめ．たいと思う。
　われわれの成結において極めて注目を要するのは，Fig．
4に示すLI覧績であって，反応時問のとり方によりEigen－
hemmungの現われるATP濃度が異なることである，
myosin及びAMのATPaseのtime　courseは一般の酵
素反応と異なり，極く初期に極めて高い活性を有し，次で
sしeadyな反応速度に達することが知られている7’）・9｝。しか
しながらmyosin及びAM　ATPaseの初期速度は通常1分
以内に後期状態に移ることも明らかにされてをり，Fig．4
に見るtime　courseの曲りは，これとは異なるものであろ
う。またこれは超沈澱形成による拡散の影響とも考えられ
るが，Fig．4におけるATPaseのtime　courseと超沈澱の
形威の関係からそれだけに帰せられるものとも思われない。
Eigenhemmungは本来の酵素化学的意味からいうならば
初期速度で決定されるべきであるが，今後これと関係する
超沈澱の形成経過とともに詳細に追求したいと考える。
　Webert）によるとAM－solの方が，　Eigenhemmungを
生じやすいというが0．6M　K：Cl下のmyosinでは，われわ
れの用いたATP濃度ではEigenhemmungが認められず，
また0．16M　K：Cl下のAMにおいてMgト「添加でEigenhe－
mmungがATPの低濃度にずれるという威績からの予想
に反して，Mg”添加においてもなおEigenhemmungが
認められなかった。このことはmyosinが0．6M　K：C1下に
あるとき’は，Eigenhemmungを現わさな：いかまたは極め
て起り難いかを示すもので，本現象の機構を知る上に綱要
な点となるであろうと考えられる，また0．6M　KCI下での
AMでも起らなかったことは，　O・6M　KC！下のAMはATP
によりAとMに解離するという永井fj）等の見解から当然
のことである。
　Eigenhemmungなる現象が酵素自体の問題でないとす
るものにBlumm’，及びMoralesTbがある。前者は燐i定量
に用いるモリブデンと過剰のATPとの作用による燐定量
時の結果とするものであり，後者はCa“トとATPとの濃度
比の問題であるという。前著の説に対しては本実験から反
論は出来ないが，Morales12）によると最近Weber一派は
これらモリブデンを使用する燐定量法以外の方法でEige－
nhemmangを見ているようであり，また後著については，
われおれの成績のよう｝’c　Ca”トの使用なしに起ることから，
?
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Eigenhemmungは酵素とATP即ちmyosin或いはAM
自体とATpの相互反応における本質的問題であろうと考
えられる。
　さてこの現象の機構についてであるが，ATP中に含まれ
ているADPはATPaseを阻害することも知られているが，
単にADPだけの作用でないことは，われわれの便用して
いるATP　sample中のADPはATP量の1／5位であり，
またADPはATPの1／41ti）しかmyosinに対して吸藩量
のないことからもいわれる。また若しmyosinにおいて実
際にEigenhe㎜ungがなく，　AMにの槻られる囎で
あるならば家のことも考慮される。即ちATP及びMg”
はAMをAとMに解離する傾向に仇くことが知られてい
る。「即ち0．16皿K：Cl下ではAMが過剰のATPにより一
部解離してmyosinとなり低いATPase活性を示し，その
ために全体として活性の低下が見られたこと，またM：gi＋
はこの作用を強め低濃度ATPにおいてこの現象を現わす
ようにすることである。しかるにFig．7に示すように，
Eigenhemmun9を示すATP濃度を横軸にとった阻害曲
線は，ほぼ二家のsigmoid曲線と見倣すことが出来る。
このことは反応模式で表わすと，
　　　E　　＋S自ES
　　　ES　＋SS＝，　ESS
　　　ESS　一F　S　S，　ESSS
　または
　　　E　十　S〈o一　ES
　　　Es　十　2s　si．r　Esss
　の二つが考えられ，何れもESは活性錯合体，　ESSSは
不活性錯合体であることを示唆するものであるがFriede－
nwaldi4）等に＝よると酵i素のsubstrate　inhibition即ち
Eigenhemmungは，　ESを活性錯合体ESSを不活性錯合
体とし計算ずると2訳の阻害曲線として求められることが
提示されている。この点を考慮すると著者等の成績も上記
ESSSを不二性錯合体でなくESSを不活性二合休として解
釈するのが妥当であろう。しかし先に記したようにAMの
解離も当然考慮せねばならず阻害曲線の解析からだけでそ
の機構を断定するのは現在の二二では早計であろうと考え
られる。
　旧著はEigenhemmungの機構1こついては今後詳細に検
討したいと考えるが，現在のところ上記の幾つかの可能性
が一緒に．なって現われた複雑なる機講によるものであろう
と推論している。
摘 要
　1＞0．6M　KCI下のmyosinで，　ATP濃度6×10－3Mま
では著明なEigenhemmungはなく，またMgl＋による至
適A．TP濃度のずれは認められない。また0．6M　KCI下に
おけるAM　ATPaseのEigenhemmungは，同条件にお
けるmyosinにMg什を添加した場合と同傾向を有する。
　2）0．16M　I（Cl下のAMではEigenhemmungが起り，
Mg＋トにより至適ATP濃度の低ATP濃度側べのずれが認
められた。なおこの阻害はほぼ2次の阻害となる。
　　　　　　　　　　　　　　　　　（昭和32．2．27受付）
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